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【要旨】我々はrecombinant　Interleukin－2（rIL－2）および腫瘍壊死因子（TNF）の抗腫瘍効果をDBF－1マ
ウスを用いて評価した．L1210白血病細胞をマウス腹腔内に移植し，マウスをTNFとrIL－2の併用群，　rIL－2
群，TNF群の3群に分け，各々にrIL－225，000単位およびTNF　1，000単位，　rIL－275，000単位，　TNF　3，000
単位を投与した．薬剤投与は細胞移植後10日目より5日間連続して腹腔内におこなった．
　対照群では白血病細胞移植後よりヘモグロビンおよび血小板の減少がみられ，白血球が減少し，移植後35
日までにすべての動物が死亡した．併用群およびrIL2群では，ヘモグロビン，血小板，白血球の変化は薬剤
投与により改善し，すべての動物が200日以上生存した．TNF群では改善は一過性であった．
　病理学的に検討した結果，併用群およびrII！2群では腹腔内および肝の白血病細胞が薬剤投与により消失
したが，TNF群では動物により差が見られ，9例中6例が死亡した．
　以上の結果よりrlL－2およびTNFを使用した免疫療法は固形腫瘍のみならず血液腫瘍にも有効であるこ
とが示唆された．
はじめに
　インターロイキン2（IL－2）と腫瘍壊死因子（TNF）
の抗腫瘍効果に関しては数多くの研究がなされてい
る．実験的にはMcintoshら1），Winkelhakeら2）は
マウスのimmunogenic　sarcoma，　melanomaなど
に対するIL－2とTNFの併用効果を認めている．ま
た臨床的にはmelanoma，腎臓癌，直腸癌などでIL－
2の抗腫瘍効果が認められたとの報告がみられ
る3～5）．最近IL－2により誘導されたLAK細胞
（lymphokine　activated　killer　cell）を癌治療に用い
る養子免疫療法（adoptive　immunotherapy）は，現
行の外科療法，放射線療法，抗癌剤による化学療法
を補完する腫瘍免疫療法として期待され，注目を集
めている7’v9＞．しかしこれらの薬剤の血液悪性腫瘍に
対する効果についてはWinkelhakeら2），太田ら10），
Thompsonら11）の動物実験の報告があるのみであ
る．そこで筆者らはし1210マウス白血病細胞に対す
るIL－2とTNFの抗腫瘍効果を検討した．
研究材料および方法
　実験動物はBDF－1マウス（5－6週齢）（日本クレア
株式会社）を用いた．腫瘍細胞はL1210マウス白血
病細胞（大日本製薬株式会社）を，当実験室で
RPMII640液体培地（Gibco　Lab．　New　York）を用
いて継代培養し，安定した発育を示したところで実
験に供した．使用薬剤は，recombinant　IL－2（rlL－
2）はTGP－3（武田薬品工業1．02×107　NCISu／mg），
TNFはPAC－40（旭化成工業株式会社5×105　u／ml）
である．L1210細胞をRPMI1640液体培地で1×
106／ml濃度で1mlをマウス腹腔内に移植した．
L1210細胞の生存率は95％以上であった．
　移植動物を対照群，TNFとrIL－2の併用群，　rlL－
2群 TNF群の4群に分けた．対照群にはHBSS
（Hanks’balanced　salt　solution）0．2mlを投与，併
用群にはそれぞれHBSS　O．2mlに溶解したrIL－2
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25，000uおよびTNF　1，000　uを，　rlL2群には
HBSS　O．2mlに溶解したrlL－275，000　uを，　TNF
群にはHBSS　O．2mlに溶解したTNF　3，000　uを，
移植後10日目より1日1回5日間連続腹腔内投与
した（図1）．各群につき腫瘍細胞移植後の生存期間，
腫瘍細胞移植前および治療開始より7週目までの体
重，Ht値，白血球数，血小板数を測定した．治療前，
治療後第5日および1週目に一部の動物で腹腔穿刺
を施行し腹水の性状と腹水中の細胞を観察した．ま
た治療前および1週目に一部の動物を解剖し，肝臓，
脾臓，骨髄及び腹腔内腫瘍につき光顕的，電顕的に
観察した．
結 果
　1．生存率の比較
　4群の生存率を表1に示す．対照群では移植後
13～32日（平均23．78日）までに全例が死亡した．
一方併用群およびIL－2群では全例200日以上生存
し，対照群との間に有意な差が認められた（p＜
0．01）．TNF群では9例中3例が200日以上の長期
生存し，残り6例は19～46日の間に死亡した．TNF
群も対照群と比較すると有意差がみられた（p〈
0．01）．TNF群を他の2群（併用群とIL－2群）と比
較すると抗腫瘍効果は明らかに劣っていた。
　2．全身状態
　全群ともに治療前には血性腹水が出現し，腹水中
には 1210細胞を確認した．対照群では腹水は漸増
し，これに伴って体重も増加し，死亡直前には体重
は前値（平均17．7g）の1．8倍（24－36g，平均32．3
g）にまで達した．これに対し，併用群および1レ2群
では治療後第3日より腹水は減少し，2週目には腹
水は消失し体重は三値に復した（図2）．TNF群のう
ち，長期生存の3例では他の治療群と同様に治療後
腹水は消失したが，他の6例では薬剤投与により腹
水は一旦減少するものの，2週目～3週目で再び急速
に増加して死亡した（図2矢印）．
　3．血液学的所見
　1）Ht値
　a）対照群1治療前，1週目および2週目で漸減
し，1週目（平均31．2％）および2週目（平均33．8％）
では移植前に比較し減少は有意であった（P＜0．Ol）
（図3）．
　b）併用群：治療前および1週目には減少したが，
2週目および3週目には増加し前野に復した．1週目
（平均42．0％）および2週目（平均46．4％）で対照
群との間に有意の差がみられた（P＜0．01）（図3）．
　c）IL－2群：治療前には減少したが，1週目以後は
回復した．併用群と同様，1週目（平均46，4％）お
よび2週目（平均48．9％）で対照群との間に有意の
差がみられた（P＜0．01）（図3）．
　d）TNF群＝治療前および1週目には減少した
が，2週目以降回復した．1週目（平均40．1％）およ
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表1生存期間および生存率：対照群は前例死亡したが，併
　　用群およびIL－2群では全例200日以上生存した．　TNF
　　群の抗腫瘍効果は前2者より劣った．
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動物数 生存期間（day） 生存率（％）
対照群（無治療） 14 23．78 0
rIL－2　　　　併用群TNF群
8 ＞200 100
rIL2群 15 ＞200 100
TNF群 9 ＞200（3） 33．3
31．33（6）
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Fig．2　体重変化：対照群では腹水に伴
　　い体重は増加するが，治療各群では
　　体重は前値に復した．
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Hg．3Ht値：対照群では漸減したが，
　　治療各群では治療により前値に復し
　　た．
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び2週目（平均45．5％）で対照群との間に有意の差
がみられた（P〈0．05，P＜0．01）（図3）．
　2）血小板数
　a）対照群：治療前，1週目および2週目と漸減し
た．1週目（平均21．7×104／mm3）および2週目（平
均33．7×104／mm3）は移植前との間で有意差がみら
れた（P＜0．01）．
　b）併用群：第7週目まで明らかな変動を認めな
かった．2週目（平均41．9×104／mm3）で対照群との
間に有意差がみられた（P〈0．05）．
　c）IL2群：併用群と同様に7週目まで明らかな
変動を認めなかった．2週目（平均40．0×104／mm3）
で対照群との間に有意差がみられた（P＜0．01）．
　d）TNF群：1週目までは変動を認めなかった
が，2週目に減少した．しかし3週目には回復した．
1週目（平均28．1×10‘／mm3）で対照群との間に有
意差がみられた（P＜0．01）（図4）．
　3）　白血球数
（3）
一　282　一 東京医科大学雑誌 第54巻第3号
（xlo3）
600
500
400
300
200
100
o
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　対照群
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　十
　　　　　　　　　　　　　　。　　　　　　　　　　併用群
一＝一．．．’一”＊?〆全さよ：　＼、蝶
　こ・’・　　　ン・　　・　　’x　　　　　　　＼　　Tueew
　　　￥V！　　＼一恢く一寧一一
移植前治療前1週目2週目3週目4週目5週目6週目7週目
Fig．4血小板数：対照群では漸減した
　が，治療各群では明らかな変動はみ
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Fig．5　白血球数：対照群では漸増した
　　が，治療各群は治療により移植前の
　　レベルに戻った．
　a）対照群：2週目まで漸増し，2週目（平均2．1×
104／mm3）で移植前との間に有意差がみられた（P＜
O．05）．
　b）併用群：1週目まで漸増したが，2週目には移
植前のレベルに戻った．2週目（平均1．2×104／mm3）
で対照群との間に有意差がみられた（P＜0．05）．
　c）IL2群：併用群と同様に移植前より1週目ま
で漸増したが，2週目には移植前のレベルに戻った．
2週目（平均1．3×104／mm3）で対照群との間に有意
差がみられた（P＜O．05）．
　d）TNF群：3週目まで漸増したが，4週目には減
少した（図5）．
　4．病理学的変化
　1）　腫瘍および腹水
　a）対照群：治療前には腹腔内には血性腹水が出
現し，腹水中には多数の遊離腫瘍細胞が認められた
（写真1T）．1週目には腹水中の腫瘍細胞は小結節
の集合した塊状となり，重量は2．Ogにまで達した．
腫瘍は全体をL1210腫瘍細胞で占められていたが，
一部に出血壊死巣がみられた．
　b）併用群：治療前には対照群と同様に腹腔内に
は腫瘍細胞を含む血性腹水が出現したが，治療後5
日目には腹部腫瘍は縮小，腹水も消失した．一部の
動物より少量の黄色腹水を採取できたが，腫瘍細胞
は消失し，マクロファージと好酸球の増加がみられ
た．1週目には腫瘍および腹水は完全に消失してい
た．
　c）IL2群：治療前の変化は対照群と同様だった．
治療後5日目には腫瘍は消失し，腹水は電顕での観
察で腫瘍細胞の減少と，マクロファージおよび好酸
球の増加がみられた（写真2Mc，　Eo）．
　d）TNF群：治療前の変化は対照群と同様だった
が，治療後5日目には併用群，IL－2群と同様に腫瘍
の消失と，腹水での腫瘍細胞の減少，マクロファー
ジと好酸球の増加がみられた（写真3Mc，　Eo）．し
かし，1週目には一部の動物で再度腫瘍と血性腹水
の出現をみた．腫瘍の組織標本ではほとんどが腫瘍
細胞で占められていた．
　2）肝臓
　a）対照群：治療前には血管内およびその周囲に
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写真1
　　腫瘍細胞（T）が多数見られる（×1800）．
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写真3　TNF群腹水電顕像（1週目）
　　マクロファージ（Mc）と好酸球（Eo）がみられ
　　る（×3600）
腫瘍細胞が散見された．1週目では腫瘍細胞は肝細
胞間に広く分布して認められた（写真4，5矢印）．
電顕的に観察すると腫瘍細胞は類洞内に集籏して認
められ（写真6T）肝実質細胞には変化はみられな
かった．
　b）併用群：治療前には大血管周囲の腫瘍細胞の
浸潤がみられたが，1週目には腫瘍細胞は消失した
（写真7）．
　c）IL－2群：治療前には大血管周囲の腫瘍細胞の
浸潤がみられたが，1週目には腫瘍細胞は消失した
（写真8）．
　d）TNF群：治療前には大血管周囲の腫瘍細胞の
浸潤がみられたが，1週目には腫瘍細胞の見られる
もの（写真9矢印），見られないものと動物により差
がみられた．
　3）脾臓
　a）対照群：治療前には赤脾髄の拡大と胚中心の
減少傾向がみられ，1週目ではこの傾向は更に増強
し重量は移植前の3倍に達した．赤脾髄にはマクロ
ファージを中心とする細胞の浸潤がみられたが，腫
瘍細胞は認められなかった（写真10）．電顕による観
察でも赤芽球間に単球系細胞の集魚がみられたが，
腫瘍細胞はみられなかった（写真11）．
　b）併用群＝治療前には対象群と同様に赤脾髄の
拡大と胚中心の減少傾向がみられたが，1週目には
脾重量は前値とほほ伺様となり組織所見も移植前と
差がみられなかった．
　c）IL－2群：併用群とほぼ同様の変化がみられた．
すなわち，治療前には赤鼠髄の拡大と胚中心の減少
傾向がみられたが，1週目には脾重量は二値とほぼ
同様となり，組織所見も移植前と差がみられなかっ
た．
　d）TNF群：治療前には対象群と同様に赤二二の
拡大と胚中心の減少傾向がみられたが，1週目では
対照群と同様のもの，併用群およびIL－2群と同様の
ものと動物間で差がみられた．
　4）骨髄＝対照群，併用群，IL2群，　TNF群のい
ずれにおいても観察期間を通じて明らかな変化を認
めず，腫瘍細胞の浸潤は見られなかった．
（5）
考 案
　最近の悪性腫瘍治療の進歩はめざましいが，化学
療法，放射線療法に加えて，腫瘍細胞を選択的に障
害する事を目的として，rlL－2およびTNFを中心と
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写真4　対照群肝臓（1週目）
　肝細胞の間に多数の腫瘍細胞（→）の浸潤がみ
　　られる（×100）
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　　　　　腫瘍細胞は認められない（×100）
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　写真5　対照群肝臓（1週目）
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中心動脈内及び肝細胞の間に多数の腫瘍細胞の
浸潤（→）がみられる（×100）
，…rtq・鯉ノ｝尋慧8、’1｛”§
　　　写真8　rIL－2群肝臓（1週目）
　　　　　腫瘍細胞は認められない（×100）
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写真6対照群肝臓電顕像（1週目）
　腫瘍細胞（T）は類洞内に充満してみられる（×
　　1800）
　写真9　TNF群肝臓（1週目）
　　類洞内に腫瘍細胞（→）がみられる（×100）
（6）
1996年5月 夏他7名：インターロイキン2及び腫瘍壊死因子の抗腫瘍効果 一　285　一
写真10　対照群脾臓（1週目）
　胚中心の消失がみられる（×100）
写真11対照群脾臓電顕像（1週目）
　　赤血球（E）間に単球（Mo）の集族がみられる
　　（×1800）
した免疫療法が登場してきた7～9）．とくに担癌動物に
おけるrlL－2とTNFの併用による相乗的抗腫瘍効
果に関する報告は多くみられる1・2）が，三型癌に関す
る研究が主で，血液悪性腫瘍に関するものは少ない．
そこで今回，L1210マウス白血病細胞に対するrlL－
2およびTNFの効果を検討した．対照群では全例
が短期間のうちに死亡したのに対して，併用群では
全例が全身状態，血液学的所見，病理所見ともに短
期間のうちに著明に改善し完全寛解に至り，優れた
抗腫瘍効果が認められた．また，rIL－2群でも併用群
と同等の抗腫瘍効果が認められ，全例が完全寛解と
なった．これは，rIL－2単独の抗腫瘍効果はrIL－2お
よびTNF併用に比較すると不十分であるとする多
くの報告1・2・6）と相違した．一方，TNF群ではその効
果は動物によりばらつきがあり有効率は33％であ
り，前2群に比較すると劣ると考えられた．この事
よりL1210マウス白血病細胞がTNFに比較し
rIL－2に対し高い感受性を持つことが示唆された．
　rlL・2は生体内で種々の免疫応答に関与すると考
えられているが，それ自身には直接抗腫瘍効果はな
く，宿主の免疫担当細胞を賦活する事により抗腫瘍
効果を発揮するとされる．しかしrIL－2の血中半減
期は極めて短く，速やかに腎臓で排出されるため，
全身投与による抗腫瘍効果は高くない．今回は担癌
動物の腹腔内へ直接rIL－2を投与する事により，腹
腔内のrlL－2濃…度を高く維持し，腹水中に存在する
免疫担当細胞を刺激する事により，内因性LAK細
胞が誘導されたと考えられる．また病理組織の検索
で，L1210マウス白血病細胞が腹腔内及び肝臓のみ
に存在し，血中，骨髄，脾臓には腫瘍細胞の浸潤が
見られなかった事も，rIL－2の腹腔内投与の効果が
著明であった理由と考えられる．これは最近の臨床
におけるrIL－2の腫瘍周辺組織内局注や癌性胸，腹
膜炎に対するrII！2胸腔，腹腔内投与の有効性の報
告3，12・13）と一致する．
　もう一つ興味がある事は，治療効果のあった動物
の腹水ではマクロファージと好酸球の増加がみられ
たことである．マクロファージの増加に関しては，
最近渡辺ら14）は担癌動物にTNF投与後に腹腔内
マクロファージの増加を観察し，抗腫瘍効果マクロ
ファージと命名した．森ら15）も卵巣癌腹水中へ
OK432の投与後，治療有効な腹水中に多数のマクロ
ファージを見いだし，さらに腹水中ではTNF，　IL－
1β，IL－2，　Ifn一γ等の多彩なサイトカインを検出し
た．かれらは生体内免疫性抗腫瘍機構は複雑であり，
LAK細胞のみならず種々の免疫活性細胞が誘導さ
れ，多種のサイトカインが相互に作用して多彩な生
物活性を発揮し，最終的に腫瘍細胞の障害を来すと
している．今回の腹水でのマクロファージの増加は，
この様な複雑なサイトカインネットワークの一環の
可能性が示唆されるが，現在この領域は不明な点が
まだ多いので，今後さらに詳細に検討したい．今回
の研究では腫瘍免疫療法について従来の固形癌だけ
でなく，造血器腫瘍に対しても同様の優れた効果が
ある事が明らかになった．
結 論
　1．　ヒトリコンビナントインターロイキン2
（rlL－2）および腫瘍壊死因子（TNF）の抗腫瘍効果を
マウス腹腔内に移植したL1210白血病細胞を用い
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て評価した．
　　2．マウスを併用群，rIL－2群，　TNF群の3群に
分け，各々にrlL225，000単位およびTNF　1，000
単位，rlL－275，000単位，　TNF　3，000単位を細胞移
植後10日目より5日間連続して腹腔内に投与した．
　　3．無治療対照群では白血病細胞移植後よりヘモ
グロビンおよび血小板の減少，白血球の減少が進行
し，移植後35日までにすべての動物が死亡した．
　　4．併用群およびrIL－2群では，これらの血液学
的変化は改善，腹腔内および肝の白血病細胞は消失
し，すべての動物が200日以上生存した．
　　5．TNF群では改善は一過1生で，9例中6例が死
亡した．
　　6．以上より，rIL－2およびTNFを使用した免疫
療法は固形腫瘍のみならず血液腫瘍にも有効である
ことが示唆された．
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Antitumor　Effects　of　lnterleukin－2　and　Tumor　Necrosis　Factor　Transplanted　with
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　L1210　Mouse　Leukemia　Cells
　　　Yuan－Tian　XIA，　Nobuhiko　SAKAI，　Saiko　NOMOTO，　Hiroyuki　UCHIDA，
Yoshimi　HARADA，　Hiroaki　FUJIMOTO　and　Misuzu　TAKEICHI　and　Hisao　ITO
Department　of　lnternai　Medicine，　Tokyo　Medical　College
　　We　evaluated　the　antitumor　effects　of　human　recombinant　interleukin－2（rIL－2）and　tumor　necrosis
factor（TNF）in　mice．　L　l　210　murine　leukemia　cells　were　transplanted　to　DBF－l　mice　intraperitoneally，
and　one　of　the　following　three　therapeutic　schedules　were　performed　for　five　successive　days　from　ten
days　after　the　cell　transplantation．　1）A　combination　of　25，000　units　of　rlL－2　and　1000　units　of　TNF
（combination　group），　2）A　dose　of　75，000　units　of　rlL－2　（rlL－2　group）　or　3）A　dose　of　3，000　units　of　TNF
（TNF　group）．
　　In　the　sham　treated　control　group，　a　decrease　of　hemoglobin　and　platelets，　an　increase　of　white　blood
cells　went　on　after　the　transplantation．　All　animals　died　until　35　days　after　the　transplantation．　On　the
other　hand，　in　the　combination　group　and　the　rlL－2　group，　these　hematological　changes　improved　after
the　treatments．　All　animals　lived　more　than　200　days　in　both　groups．　ln　the　TNF　group，　the　improvement
was　transient．　Six　of　nine　animals　died　in　this　group．
　　Pathologically，　the　leukemia’cells　disappeared　from　peritoneal　space　and　liver　after　the　treatment　in
combination　group　and　rII」一2　group，　howevcr，　the　therapeutic　effect　was　insuficient　in　the　TNF　group．
　　From　these　results，　it　was　suggested　that　immunotherapy　using　rlL－2　and　TNF　are　usefu1　in
hematological　malignancies　not　only　to　solid　tumors．
〈Key　words＞Interleukin－2，　Tumor　necrosis　factor，　L　l　210，　Antitumor　effect．
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